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Abstract of FR2659347 

The present invention relates to a cell culture device consisting of a chamber comprising a fluid inlet 
and a fluid outlet, characterised in that one or more orifices, whose geometry is such that it prevents 
the passage of cells, exist at the lower part of the chamber, and in that the fluid entering into the 
chamber is removed at least partially, through the orifices, creating a depression such that it 
substantially brings about the blocking of the cells upon the orifice(s). a portion of the fluid being 
evacuated by overflow. This device may comprise, in addition, electrodes on the Inner wall of the 
chamber. The present invention also relates to a process for the artificial stimulation of cells using this 



device. 
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Dispositif de culture de cellules assurant leur immobilisation. 

(sn La pr^sente invention conceme un dispositif de culture 
oe cellules constitu6 d'une enceinte comportant une anv 
v6e de fluide et une sortie de fluide, caracteris6e en ce qu'd 
la partle infgrieure de I'enceinte, se trouvent un ou plu- 
sieurs orifices dont la gtom^trie est telle qu'elle s'oppose 
au passage des cellules et en ce que le fluide entrant dans 
I'enceinte est pr§lev6, au moins en partie, k travers les ori- 
fices, en cr§ant une depression telle qu'elle assure sensi- 
blement le blocage des cellules sur le ou les orifices, une 
partie du fluide 6tant 6vacu§e par d^bordement 

Ce dispositif peut comporter en outre des Electrodes sur 
la parol interne de Tencelnte. 

La prEsente invention se rapporte 6galement h un pro- 
c&d6 de stimulation artificielle de cellules utillsant ce dispo- 
sitif. 
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La presente invention concerne un dispositif de culture de 
cellules assurant leur immobilisation, permettant leur traitement par 
differents milieux en evitant leur manipulation, et un procede de 
stimulation de ces cellules utilisant ce dispositif. 
5 La presente invention se rapporte egalement a la stimulation 

de cellules, en particulier d^ovocytes ou d'oeuf s fecondes, par un mecanisme 
biochimique regule dans les conditions physiologiques par un osciliateur 
interne, 

Elle se rapporte done a la procedure de clonage des embryons 
iO d'animaux et, en particulier a i*obtention d'ovocytes receveurs competents 
pour la greffe d*un noyau cellulaire dans un etat homogene. 

Le clonage d'embryons d'animaux domestlques est la voie 
permettant de remedier a la variabilite genetique induite par la 
fecondation et de standardiser les ameliorations genetiques d'une race. 
15 Lors de la fecondation, I'entree du spermatozolde va avoir 

deux grandes fonctions : 

- apport du genome haploide mile, 

- activation du developpement qui restructure le noyau mile par le 
cytoplasme de I'ovocyte et favorise les interactions noyau-cytoplasme. 

20 II s*ecouIe en moyenne 12 a 20 heures entre la fecondation et 

la premiere division cellulaire, pendant lesquelles un ensemble de 
phenomenes ont lieu, les deux genomes paternel et maternel ayant des 
rSles complementaires pour un developpement ulterieur de I'embryon 
(Surani et aL 198*, Nature 308, 5*8-550), mais on n'en connait pas le 

25 mecanisme exact. 

Le clonage d'un embryon est une methode qui vise a obtenir le 
plus d'anlmaux vivants a la suite du transfert des noyaux cellulaires de cet 
embryon (qui contient plusieurs cellules) dans des ovocytes enuclees et 
actives. Les deux fonctions de la fecondation sont dissociees. Afin d'obtenir 

30 un developpement ulterieur de Toeuf, 11 faut proceder a une activation de 
Tovocyte receveur avant la greffe nucleaire. L'activation peut aussi 
s'appliquer aux premieres heures du developpement de Poeuf feconde. 

On salt que les oeufs de mammiferes peuvent Stre actives 
artificieilement par differents stimulis physiques ou chimiques, qu'il s'agisse 
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de chocs electriques, thermiques ou osmotiques, d'enzymes ou d'agents 
anesthesiques (Kaufman MH 1983 - Early mammalian development - 
parthenogenetic studies - Cambridge University Press). Cependant, 
Pactivation est toujours identifiee a un stimulus unique, limite dans le 
temps, suppose mimer la penetration du spermatozoide dans I'oeuf, Aucun 
de ces traitements ne reproduit la serie de changements physiologiques se 
produisant dans I'oeuf apres la penetration du spermatozoide- 

On ne connait que quelques cas d'activation parthenogenetique 
de I'ovocyte de vache (Menezo et al. 1976 - Commission of the European 
Coimmunities, Agricultural research seminar, Egg transfer in Cattle. Eur 
5if91) ; aucune methode vraiment fiable et precise d'activation des ovocytes 
de bovins n'est disponible. L'activation experimentale par I'ethanol 
presente de nombreux inconvenients : grande variabilite des resultats en 
fonction de TSge des ovocytes (Cuthbertson, 1983 ; J. Exp. ZooL 226, 
311-31*). 

En ce qui concerne le donage d'embryons, ies premiers 
resultats incontestes ont ete obtenus par S. Willadsen en 1986 chez la 
brebis. Us ont ete suivis par ceux de Prather et al en 1987 chez la vache, et 
en 1989 chez la truie. Chez la lapine, les premiers individus issus de 
clonage ont ete obtenus par Stice et Robl en 1988- Les taux de succes de 
ces experiences rapportes dans les publications ne depassent generalement 
pas * %. Toutefois, des societes americaines (Granada Genetics, Houston, 
Texas) ou Canadienne (Alta Genetics, Callgary, Alberta), semblent 
maitriser la procedure de clonage chez les bovins. U est dit qu'une centaine 
de veaux aurait deja ete obtenue sur le continent nord-americain. Cette 
prise en main industrielle reflete I'interSt que suscite le clonage d'embryon 
chez les bovins. Mais les techniques ont-elles vraiment progresse ? 

Les procedures decrites dans les publications se ressemblent. 
Les ovocytes utilises ont subi une periode de vieillissement de 6 a 10 
heures. Ce veillissement est rendu necessaire pour favoriser I'activation 
(aucune technique classique d'activation ne permet d'activer des ovocytes 
fraichement ovules m§me chez les bovins (Ware et aL 1989). Les 
chromosomes organises sur la metaphase II sont preleves en "aveugle" dans 
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la region du premier globule polaire, mais des techniques de visualisation 
des chromosomes par fluorescence sont mises en oeuvre. Une cellule 
embryonnaire provenant d'une morula est introduite sous la zone pellucide 
et la fusion est obtenue par des impulsions de champs electriques. 

5 L'activation de Tovocyte est generalement provoquee par la procedure de 
fusion cellulaire ; dans certains cas, elle n'est pas decrite. Deux chercheurs 
ont pu obtenir un agneau a la suite du transfert dans un ovocyte d^un noyau 
provenant d'une cellule du bouton embryonnaire (Smith & Wilmut, 1989). 

Toutefois, le niveau des resultats et la complexite des 

10 mecanismes en jeu teis que le stade de differenciation du noyau, la phase 
du cycle cellulaire, I'etat de Tovocyte receveur, son age, la procedure 
deactivation ne permettent pas de comprendre pourquoi certains embryons 
se developpent et d'autres non. De nombreuses theories pour expliquer les 
echecs comme celle fondee sur I'activite de transcription du noyau 

15 transplant^ ont ete contredites par quelques resultats experimentaux. 

Des donnees nouvelles sont apparues sur les mecanismes 
physiologiques declenches par la fecondation et notamment en ce qui 
concerne les rythmes des variations de niveau du calcium libre et des 
seconds messagers comme rinositol (l,6,5)-tri-phosphate (InsP3) 

20 (Cuthbertson et al. 1981 ; Cuthbertson & Cobbold, 1985 ; IVliyazaki et aL 
1986 ; Miyazaki, 1988). L'activite periodique de ces seconds messagers 
pourrait reguler les syntheses des acides nucleiques (ADN et ARNs) et des 
proteines (Basset et aL 1968 ; Rodan et al. 1978). 

Le processus est declenche par le spermatozoide dans les 

25 secondes qui suivent la fecondation. La chaine de reactions qui aboutit a la 
production d*InsP3 semble dependre d'un influx d'ions calcium. L'InsP3 se 
lie a un recepteur specif ique qui contr61e Tactivite d'un canal calcique situe 
sur la membrane intracellulaire d'un reservoir intracellulaire de calcium- 
Le calcium ainsi libere active des proteines specifiques, qui elles-mdmes 

30 activent des processus specifiques, par exemple la complexation calcium- 
calmoduline, Tactivation de kinase etc. Le calcium est considere comme 
I'activateur principal du metabolisme. Ce cycle de reactions se reproduit a 



2659347 



une frequence de rordre de la minute durant plusieurs heures (McCulloh et 
al. 1983 ; Igusa & Miyazaki, 1983-1986 ; Miyazaki et al. 1986 ; Miyazaki, 
1988). 

Cette activite rythmique, due a un systeme de signaux 
5 intracellulaires emis a une frequence propre, semble dependre de la 
presence de pronuclei male et femelle car elle n*a pu etre observee sur des 
oeufs parthenogenetiques actives par des methodes classiques (Cuthberston 
et al. 1981 ; Cuthbertson & cobbold, 1985 ; Miyazaki, 1988). 

L'injection dans des ovocytes d'une proteine G (guanosine 
10 -5*-0-(3-thiotriphosphate) (GTP [S]) induit plusieurs cycles de liberation de 
calcium, mais ne permet pas de maintenir cette activite au-dela du 
quatrieme (Swann, Igusa & Miyazaki, 1989). 

Les contributions genetiques respectives de Tovocyte et du 
spermatozoTde sont tres documentees chez la souris. Ces etudes montrent 
15 que le developpement normal a terme d'un embryon depend de la presence 
permanente durant tout le premier .cycle cellulaire des deux pronuclei 
parentaux (PN) (Surani <5c Barton 1983 ; McCrath & Solter, 198* ; Surani et 
al. 1986 ; Mann & Lovell - Badge, 1986, 1988). 

La production de jeunes par clonage ne peut Stre realisee dans 
20 la pratique que si Pon dispose de procedes fiables et reproductibles. La 
qualite de Tactivation de I'oeuf joue dans le developpement un role 
important jusque la Ignore. 

La maitrise de I'activation comprise comme phenomene 
rythmique s'etendant sur tout le premier cycle cellulaire est essentielle, 
25 non seulement pour produire en routine des ovocytes actives et synchrones 
mais aussi pour faire beneficier des oeufs "clones" de ce type deactivation 
imposee pour se developper normalement. 

La presente invention concerne done un procede de stimula- 
tion artificiel a long terme d'un ensemble de cellules reproduisant Teffet 
30 d'un mecanisme de regulation biochimique, contr61e dans les conditions 
physiologiques natureiles par un oscillateur interne, caracterise en ce qu'il 
comprend les etapes suivantes : 
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a) les cellules sont placees en culture in vitro, pendant un temps 
determine, 

b) on effectue un lavage des cellules par le milieu d'impulsion, 

c) les cellules sont placees dans le milieu d'impuision, 

5 d) on soumet les cellules a une impulsion generee par un champ electrique, 

e) les cellules sont a nouveau placees dans le milieu de culture, 

f ) on repete les etapes precedentes un certain nombre de fois, et 

g) on obtient les cellules dans un etat active homogene. 

Ce procede de stimulation bien qu'il puisse etre utilise dans 
10 un grand nombre de procede, a ete mis au point dans le cadre de 
Tactivation des ovocytes en vue du clonage d'embryons. Des etudes recentes 
ont en effet montre que dans les oeufs de mammiferes, la fecondation est 
accompagnee d'une augmentation transitoire de la concentration intracel- 
luiaire de calcium libre ([Ca suivie d'une serie d'oscillations de cette 
15 concentration, qui dure au moins ^ heures. 

On ignore encore par quel moyen le spermatozoTde declenche 
ces variations de [Ca^^]., ainsi que les fonctions biologiques exactes de ces 
oscillations de Ca "** de longue duree, Cependant, elles semblent caracte- 
ristiques des oeufs fecondes et n'ont jamais ete observees quand les 
20 ovocytes sont artificiellement actives (Miyazaki 1988 - J. Cell. Biol. 106, 
3^5-353). 

Le procede developpe dans la presente invention va done 

permettre de stimuler periodiquement les ovocytes par des influx de 

calcium au niveau de la membrane plasmique. 
25 En effet, en introduisant dans le milieu d'impulsion des ions 

Ca"*, ceux-ci vont pouvoir penetrer dans la cellule par Telectroporation, 

c'est-a-dire la creation de "pores" generes par ^impulsion electrique. 

Au-dela des phenomenes immediats provoques dans Tovocyte 

comme Texpulsion du globule polaire, les effets de cette stimulation se 
30 manifesteront sur les stades ulterieurs du developpement de Tembryon, 

alors meme que le traitement a cesse. C'est ainsi que les phenomenes de 

compaction et de cavitation pourront etre affectes. 
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Ce precede peut s'appliquer aux ovocytes fraichement ovules, 
obtenus par stimulation hormonale de la femelle. L*activation des ovocytes 
dans les conditions definies de frequence, d'intensite et de duree provoque 
^expulsion du deuxieme globule polaire. On peut alors prelever les 
5 chromosomes qui se trouvent en fin de telophase juste sous le deuxieme 
globule polaire. On dispose d'ovocytes dans le meme etat physiologique 
possedant un pronucleus. 

On introduit alors un blastomere sous la zone peilucide et on 
procede a la fusion cellulaire par action d'un champ electrique. 
10 Le procede peut alors s'appliquer aux embryons clones ainsi 

obtenus, afin d'ameliorer leur developpement, c'est-a-dire de regulariser 
les divisions cellulaires et d'obtenir la compaction. 

La stimulation par ce procede peut s'appliquer a des ovocytes 
fraichement ovules places en presence de cytochalasine B, qui inhibe 
15 Texpulsion du deuxieme globule polaire, maintenant un etat diplolde. On 
obtient ainsi une population d'embryons parthenogenetiques, qui pourront 
Stre implantes dans des femelles receveuses et presenteront un developpe- 
ment synchrone du foetus et des annexes embryonnaires. 

Ces experiences d'abord menees sur des ovocytes de lapine ont 
20 ete confirmees sur des ovocytes de souris, reputes refractaires a l*activation 
juste apres I'ovulation. Les performances du procede sont done reproduc- 
tibles d^une espece a Tautre. La methode deactivation pourra certainement 
s'appliquer a des ovocytes fraichement ovules de bovin ou d'ovin. 

Si l*on soustrait les ovocytes en cours de traitement, ils 
25 regressent et on obtient certains artefacts, comme des ovocytes en 
metaphase III reproductibles a volonte, et qui offrent de nouvelles 
possibilites d'etudes, notamment sur la dynamique du cytosquelette et 
Tactivation du genome. 

Le procede a ete congu sur la base des effets des champs 
30 electriques sur les membranes plasmiques. 

II a ete montre (Zimmermann, 1982) que des impulsions de 
champs electriques de Tordre de 1 a 3 kVcm-1 et d'une duree de quelques |is 
peuvent creer des micropores dans la membrane plasmique et etablir une 
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communication directe entre les milieux intra et extra celiuiaire. II a ete 
ainsi possible par exemple de faire penetrer du calcium dans des ovocytes 
d'oursin en les exposant a des impulsions de champs electriques en presence 
d'ions calcium (Rossignol et al 1983). L'amplitude de ces influx peut Stre 
5 modulee par la duree de I'impulsion de champ electrique. 

Le precede implique la conjugaison d'une methode de culture 
in vitro d*un lot d'ovocytes (ou embryons) par perfusion entre deux 
electrodes et d'une methode de lavage avec une solution non conductrice 
contenant du calcium 0 a 20 \iM dans laquelle sont delivrees les impulsions- 
10 La presence d'une solution tres faiblement conductrice au moment d'une 
impulsion permet de faire apparaitre un champ electrique entre les 
electrodes. Une presence excessive d'ions diminue Teffet "champ elec- 
trique". 

L'alternance d'une periode de culture et d*une periode de 
15 lavage permet de soumettre frequemment les ovocytes a des stimulations 
dans un milieu ionique tres bien defini. 

Ce procede peut s'etendre a la stimulation des cellules par 
toute une gamme de signaux simples ou complexes ioniques ou molecu- 
iaires a des concentrations variables qui seront determines par la 
20 composition du milieu d'impulsion. 

Ce procede permet de moduler la frequence du signal par la 
duree entre deux lavages, et son amplitude par la duree de I'impulsion 
electrique. 

II est imperatif de remplacer totalement le milieu de culture 
25 par la solution d'impulsion, car I'intensite du courant due a des exces d*ions 
provenant du milieu de culture detruirait les ovocytes. Juste apres 
I'impulsion, la solution dUmpulsion est remplacee par le milieu de culture, 
les ovocytes ne pouvant pas survivre dans la solution d'impulsion. 

Ce procede peut etre pilote par Tintermediaire d^un logiciel 
30 qui permettra de creer des traitement de stimulation selon des equations 
specifiques, exponentielles, sinusoldales, suites de Fourier ou autres. 

L'un des aspects de la presente invention est le traitement 
simultane d'un ensemble d'ovocytes, qui seront ainsi obtenus, actives dans 
le meme etat physiologique. Les greffes de noyau pourront ainsi §tre 
realisees sur des ovocytes physiologiquement identiques. 
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Lors du clonage, la sequence et les phases du cycle cellulaire 
durant lesquelles sont enchalnees les operations ont des consequences tres 
importantes sur le remodelage des noyaux et sur le developpement 
ulterieur. 

5 U est extremement interessant de pouvoir standardiser les 

differentes phases du traitement des ovocytes, afin d*obtenir une bonne 
reproductibilite du procede. 

La presente invention concerne done un systeme dynamique, 
fonctionnant en continu et pouvant etre automatise, realise par un 
10 dispositif permettant la succession automatique des etapes de lavage, de 
stimulation et Tacquisition des parametres de stimulation. 

Ce dispositif est caracterise par le fait qu'il assure Timmobi- 
lisation des cellules pendant les differentes phases du traitement. 

U est constitue d'une enceinte comportant une arrivee de 
15 fluide et une sortie de fluide et, est caracterise en ce qu'a la partie 
inferieure de I'enceinte se trouvent un ou plusieurs orifices dont la 
geometrie est telle qu'elle s'oppose au passage des cellules et en ce que le 
liquide entrant dans I'enceinte est preleve, au moins en partie, a travers les 
orifices, en creant une depression telle qu'elle assure sensiblement le 
20 blocage des cellules sur le ou les orifices, une partie du fluide etant 
evacuee par debordement. 

Ce dispositif permet de retenir les cellules sans les abimer ni 
introduire une contrainte mecanique parasite. En outre, il permet a tout 
moment de replacer, prelever ou deplacer des cellules. Ce dispositif 
25 permet done de placer successivement les cellules dans des milieux de 
composition chimique de differentes natures, durant des periodes et selon 
une frequence variables. 

L'enceinte comporte de preference sur ses parois internes 
deux electrodes paralleles, et les cellules sont alignees a egale distance 
30 des electrodes, baignant dans le milieu correspondant a la phase du 
traitement en cours. 

GrSce a ce dispositif, on peut a volonte cultiver les cellules 
ou bien dans le milieu dUmpulsion f aire penetrer dans la cellule traitee, un 
ion, une molecule, une substance chimique ou biologique complexe. 
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Ces milieux, aussi bien le milieu de culture que le milieu 
d'impuision, sont eh circulation continue, et c'est ce flux de iiquide qui par 
effet de succion assure le maintien des ovocytes entre les electrodes 
pendant les renouvellements du milieu. 
5 . Les compositions des milieux de culture sont connues et 

dependent des cellules en culture- Le milieu d'impuision est generalement 
constitue d'un milieu non ionique pour assurer un effet de champ. II s'agira 
d'une solution isotonique par exemple de glucose. 

La presence d'une grande quantite d4ons peut gravement nuire 
10 aux cellules lors de Timpulsion. II est done necessaire de laver les cellules 
avec le milieu d'impuision pour eliminer les ions contenus dans le milieu de 
culture. 

Ce dispositif peut etre con^u comme une chambre d'activation, 
dont la capacite peut etre adaptee au nombre de cellules que I'on souhaite 
15 traiter simultanement. 

Les caracteristiques du precede mettant en oeuvre ie 
dispositif, peuvent varier largement et ne sont en general limitees que par 
des conditions telles que les durees de lavage. Ainsi, la frequence des 
impulsions est limitee par la duree de lavage minimum par le milieu 
20 d'impuision. 

Les parametres du procede et du dispositif c'est-a-dire les 
arrivees et les sorties de fluide, de meme que la frequence, la duree et 
Tintensite des impulsions electriques arrivant dans les electrodes sont 
gerees par un systeme electronique. 
25 Les caracteristiques des impulsions electriques en elles-m§mes 

peuvent varier et dependre des cellules et des buts recherches. 

En general, les champs electriques varient de 1 a 3 Kv. cm"^ 
et rimpulsion electrique a une duree de 10 |js a 2 000 ps. 

L'organisation des tubulures qui debouchent dans la chambre 
30 permet d'injecter des milieux sans que les ovocytes soient decroches par les 
buUes de gaz qui finissent par se former dans les canalisations. De plus, la 
structure de distribution des milieux permet de limiter considerablement la 
contamination ionique du milieu de stimulation par les ions du milieu de 
culture. 
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Les pompes d'injection des milieux peuvent Stre commandees 
par un microordinateur qui determinera les sequences de lavage repetables 
tout en maintenant les cellules entre les electrodes. 

Ce dlspositif pourra s'appliquer au traitement des cellules par 
5 toute substance que I'on souhaite faire penetrer dans I'espace intracellu- 
laire. La composition du milieu d'impulsion determinera la penetration de 
cette substance seion un gradient de concentration. 

Lors d'une culture cellulaire, on pourra provoquer, a un 
moment determine, qui peut Stre unique, I'entree dans i'ensemble des 

10 cellules de la substance souhaitee. Pour cela on remplacera le milieu de 
culture par le milieu d'impulsion et on declenchera Timpulsion de champ 
electrique, la duree de I'impulsion determinant la quantite de substance qui 
penetre- Ce milieu d'impulsion pourra alors etre evacue et les cellules 
remises en culture dans un milieu approprie. L'avantage de ce systeme est 

15 qu*il permet de traiter simultanement un ensemble de cellules qui sont 
ainsi synchronisees. II fonctionne en continu et evite toute majiipulation 
des cellules, assurant ainsi une meilleure reproductibilite et une plus 
grande rapidite d'execution. Ceci permet une standardisation des conditions 
et facilite le transfert de technologies. 

20 On peut envisager de faire penetrer dans les cellules un ion ou 

une molecule simple. Ce dispositif peut aussi s^appliquer a la stimulation 
des cellules par une molecule plus complexe, ou a la penetration de 
fragments d'ADN, ou d'episome. 

Ce dispositif sera utilise pour realiser une stimulation 

25 cyclique des cellules, plusieurs sequences de base etant realisees 
successivement, Tintensite, la duree et la frequence des impulsions pilotees 
par I'intermediaire d'un microordinateur. 



30 
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Ce dispositif permet la realisation du precede deactivation et 
de synchronisation d'ovocytes, par des stinnulations repetees par Ca^"^, en 
vue du clonage d*embryons d'anlmaux domestiques, 

Un mode de realisation de la chambre est represente en figure 

1. 

La figure 2 represente les courbes de duree des impulsions 
pour les differents traitements appliques aux ovocytes, 

Dans la figure 1, les ovocytes 1 sont places sur une fente 
rectiligne ^, realisee par la juxtaposition de deux plaques de verre 3 et 5, 
dont l*ecartement est inferieur au diametre des ovocytes. Les milieux, 
milieu de culture et milieu d'impulsion, arrivent dans la partie superieure 
de la chambre chacun par une tubulure distincte, respectivement 10 et 11, 
evitant une contamination reciproque. 

Le milieu 9 correspondant a la phase de traitement en cours 
arrive en continu et est evacue par une tubulure 6 situee a un niveau plus 
bas que celui des ovocytes. Ce courant de liquide maintient par succion les 
ovocytes plaques sur ie fond de la chambre. 

Sur les parois internes de la chambre se trouvent deux 
electrodes de platine 2 et 7, paralleles, de 1 cm de long. 

L'enceinte 8 est thermostatee a 38**C. 

Chaque milieu arrive dans la chambre apres passage par un 
systeme retenant les bulles de gaz de taille importante. 

Ce systeme est constitue d'un ballon de verre dans lequel le 
liquide arrive. De ce ballon part une tige d'or perforee de trous de petit 
diametre ; apres passage a travers cette tige, les bulles de gaz de taille 
importante sont retenues et le liquide arrive dans la chambre par une 
tubulure courte. 

Des lapines ont ete superovulees par injection de FSH et de 
LH, et ies ovocytes preleves dans les oviductes. Apres traitement 5 mn par 
la hyaluronidase, les ovocytes sont places dans la chambre d'actlvation, 
dans le milieu B2 (Menezo, 1976 - C. Hebd. Seanc. Acad. Sci. Paris 282, 
1967-1970) a 38°C, dans une atmosphere a 5 % de CO2. 

Les ovocytes peuvent immediatement etre soumis au 
traitement d'actlvation, aucune periode de vieliissement n'est necessaire- 
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lis sont soumis pendant 90 minutes a une serie d'impulsions de 
champ electrique, a un rythme d*une impulsion toutes les ^ minutes, soit 22 
impulsions de duree decroissante dissipant une energie totale 1250 p joules, 
d'une duree totale de I* 868 ps, le champ electrique a une valeur de 1,8 
Kv. cm"^. 

Avant chaque impulsion, le milieu de culture est remplace par 
un milieu d'impulsion constitue d'une solution isotonique de glucose 
contenant CaCl2 lO[iM. 

A la fin du traitement deactivation, tous les ovocytes ont deux 
globules polaires bien formes. On obtient done au meme moment, a 
quelques minutes pres, une population homogene d'ovocytes actives dans le 
meme etat physiologique. Cela presente deux atouts ; le premier est de 
pouvoir toujours realiser les greffes de noyau dans des oeufs physiologi- 
quement identiques, le second, plus pratique, est de pouvoir operer au 
moment ou les chromosomes (haploTdes) se trouvent tous en fin de 
telophase juste sous le deuxieme globule polaire. Ce reperage naturel de 
I'endroit ou se trouvent les chromosomes facilite leur retrait en "aveugle" 
et permet, sans avoir recours a des techniques de marquage fluorescent, 
d'enchalner rapidement les etapes de manipulations. 

On peut alors effectuer le prelevement des chromosomes. On 
remarque que les deux globules polaires ne sont pas toujours accoles 
(certains sont a I'oppose I'un de I'autre, c'est pourquoi le premier globule 
polaire n'est pas un bon marqueur de Pendroit ou se trouvent les chromo- 
somes maternels). L'efficacite de cette operation, verifiee par la presence 
ulterieure d'un pronucleus, est superieure a 80 %. Un blastomere est 
ensuite introduit sous la zone pellucide. Quinze a 20 ovocytes peuvent etre 
manipules en 1 heure. 

On procede ensuite a la fusion cellulaire. La methode de 
fusion cellulaire derive des travaux de Zimmerman sur les champs 
electriques. La procedure a ete affinee. (Ozil et Modlinski 1986, J. EmbryoL 
Exp. Morph. 96, 211-228). 

On obtient 100 % de fusion. II sera possible de realiser 
automatiquement, sous le controle d'un logiciel, I'alignement et la fusion 
cellulaire dans la chambre de stimulation. Cette procedure permettra de 
limiter la duree des manipulations et de standardiser les conditions 
experimentales. 
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MATERIELS ET METHODES 

On a induit une superovulation chez ies femelles de lapin 
sexuellement matures d'especes varices par injection sous-cutanee 
5 d'hormone stimulant ie follicule (FSH) et d'hormone luteinisante (LH) en 
accord avec la technique decrite par Kennely et Foote (1965) et modifee 
par Thibault (communication personnelle), Les femelles ont regu 2 mg de 
FSH en cinq injections a 12 heures d^intervaile : 0,250, 0,250, 0,650, 0,650 
et 0,250 mg. 12 heures plus tard, avant la saillie par un male vasectomise, 
10 on leur a injecte 0,33 mg de LH- 

Les ovocytes ont ete recuperes a partir des oviductes 12-15 h 
apres la saillie par lavage par une solution saline de phosphate tamponne 
(PBS). lis ont ete incubes pendant 5 minutes dans I'hyaluronidase (300 
i.u.ml-1 dans du PBS) pour eliminer les cellules foUiculaires. Apres le 
1 5 traitement, les ovocytes ont ete cultives a 38° dans du milieu B2 (Menezo 
1976) dans une atmosphere a 5 % de C02. 

Methode et procedure experimentale 

20 La permeabilite membranaire des ovocytes.de lapin fraiche- 

ment ovules a ete transitoirement augmentee par ouverture des pores par 
une impulsion induite par un champ electrique en presence de Ca^* 10 [iM 
contenu dans une solution de glucose 0,3 M - 18 MOhm H20 (milieu 
d'impulsion). II est admis que, pendant que les pores sont ouverts, un flux 

25 d'ions circule selon les gradients de concentration a travers la membrane 
cellulaire vers Tinterieur du cytosol comme cela a deja ete montre dans des 
ovocytes d'oursin (Rossignol et al, 1983). Ainsi, I'influx ionique peut etre 
ajuste dans ces conditions soit par la difference de concentration ionique 
entre I'interieur et I'exterieur de la cellule soit par la duree des 

30 impulsions. 

La procedure experimentale pour un flux ionique induit 
electriquement etait similaire a celle precedemment decrite pour la fusion 
par champ electrique d'embryons de lapin a deux cellules (Ozil et Modlinski 
1986). Les ovocytes sont cultives avec du milieu M16 (Whittingham, 1971) a 
38*^0 dans une chambre specialement congue. Avant chaque impulsion, le 
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milieu de culture est automatiquement rempiace par le milieu d'impuision. 
Les details de la chambre sont decrits dans la figure 1. Chaque impulsion 
etait composee de deux impulsions alternatives afin d*eviter " une 
electrophorese laterale " (Jaffe 1977) des proteines de membrane qui 
5 pourrait intervenir apres plusieurs impulsions de la mSme polarite (Poo, 
19Si)- L'amplitude du signal ionique etait module a travers la duree de 
I'impulsion. Le processus en entier etait controle par un micro-ordinateur 
IBM PC-AT 2S6 par Tintermediaire d'une interface Tektronix MI 5010 avec 
un programme ecrit en MS-BASIC. Le voltage reel et le courant entre les 

10 electrodes etaient mesures par un oscilloscope Tektronix 770*1 monte avec 
un convertisseur numerique programmable 7D20 et un amplificateur 7A22. 

Le rythme des impulsions electriques et la duree totale du 
traitement etaient les mSmes pour tous les traitements, c*est-a-dire 
appliquer une impulsion toutes les quatres minutes pendant 90 minutes. 

15 Ces valeurs ont ete choisies parce qu'elles s'accordent bien avec la 
frequence et la duree moyenne de I'hyperpolarisation du potentiel de 
membrane des ovocytes de lapin pendant la fecondation (22 oscillations 
biphasiques du potentiel membranaire pendant les premieres 90 minutes 
suivant la fusion sperme-oeuf, une impulsion toute les * minutes -McCulloh 

20 et ah, 19S3). On salt que la variation du potentiel de membrane reflete le 
passage de K base sur des canaux actives par le calcium et qu'elles 
constituent done un indicateur fiable de [Ca "*"]. (Miyazaki et Igusa 1982). 
L'amplitude de champs electriques (1.8 kVcm-1) etait constante pour tous 
les groupes experimentaux. 

25 

Traitement des ovocytes 



30 



Les effets des differents parametres du traitement sur 
I'activation des ovocytes ont ete etudies dans quatre groupes experimen- 
taux. 
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Groupe A - Environnement experimental 

Afin de tester I'effet des conditions experimentales (perfusion 
continue, remplacement du milieu de culture et impulsions eiectriques), des 
ovocytes fraichement ovules et des oeufs fecondes soumis a 22 doubles 
impulsions de 900 us dans le milieu d'impulsion depourvu de Ca (la 
premiere impulsion est donnee 13 a 15 heures apres la saillie). Apres le 
traitement, les oeufs fecondes ont ete transferes dans des receveuses pour 
determiner la survie a terme. Les ovocytes non fecondes ont ete cultives in 
vitro et le taux d'activation parthenogenetique a ete note. 

Groupe B - ions calcium et duree des impulsions 

L'effet de la duree des impulsions a ete etudie dans le milieu 
d'impulsion contenant du CaC12 10 pM. Le traitement pour lequel les 
ovocytes ne sont pas actives a ete considere comme etant la duree 
minimum et celui resultant dans la lyse des ovocytes a ete considere 
comme etant la duree maximum. Un jeu de six traitements avec 22 doubles 
impulsions constantes a ete choisi arbitrairement. Ces traitements ont une 
duree d'impulsions egale a 200, 300, 600, 900, 1200 et 1500 \is respective- 
ment. L'effet de la presence d'ions Na"^ et Mg^^ a une concentration de 10 
dans le milieu d'impulsion a ete teste avec 22 doubles impulsions 
constantes d'une duree de 900 ps. 

Groupe C - modulation des impulsions et type d'activation partheno- 



genetique 



Le traitement avec 22 doubles impulsions de duree constante 
revele la valeur de la duree de I'impulsion pour laquelle les effets 
maximum et minimum sont enregistres. Ces traitements constants ne 
produisent pas un taux eleve d'activation avec un type uniforme d'oeuis 
parthenogenetiques. Afin de verifier si une reduction progressive des 
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stimuli calcium dans un traitement donne a un effet sur le type de reaction 
parthenogenetique, les ovocytes ont ete soumis a des traitements dans 
lesquels la duree des impulsions decroissait peu a peu selon une relation 
exponentielle negative. Quatre traitements ont ete testes en accord avec la 
duree maximum de la premiere impulsion. La figure 2 donne la courbe des 
durees d' impulsions pour ces traitements. 

Une relation exponentielle negative (D(n)=e (axn+b)+c) entre 
rindice de ^impulsion (1 a 22) et la duree d'impulsion (1500 |js a 200 ps) a 
ete choisie arbitrairement pour trouver la valeur de chaque impulsion au 
cours du traitement- 

Avec D(n) : duree d*impulsion du cycle (n). 

Le coefficient a determine la pente de decroissance de cette 

relation. 

Le coefficient b determine la duree de la premiere impulsion. 
Le coefficient c determine la duree de la derniere impulsion. 
Les coefficients a et c sont constants et egaux respectivement 
a -OA et 200. 

b = 5,9920 pour le traitement I 

= 6,5510 pour le traitement II 

z 6,90S0 pour le traitement III 

= 7A70Q pour le traitement IV. 
Groupe D - Modulation du champ electrique et developpement in vitro 

Les oeufs sont traites en presence de 8 pgml-1 de cytocha- 
lasine B dans le milieu de culture pour bloquer Texpulsion du second 
globule polaire et obtenir une population uniforme d'oeufs partheno- 
genetiques diploides. Deux traitements ont ete appliques au groupe C, le 
traitement I qui est le traitement faible avec une duree totale d'impulsion 
egale a I I 22S jjs et le traitement III qui est le traitement fort avec une 
duree de 1^ SGSjjs. Les oeufs parthenogenetiques ont ete cultives in vitro 
jusqu*au stade blastocyste et I'influence des deux traitements a ete evalue 
par le taux de formation de blastocyste. 
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Viabilite au dela de I'implantation des embryons parthenogenetiques 



diploides 

5 Les embryons au stade ^-cellules ont ete transplantes dans les 

oviductes de receveuses. Les oeufs fecondes ont egalement ete transplantes 
dans la corne opposee de quelques receveuses afin de comparer le 
developpement parthenogenetique au developpement normal. Les receveu- 
ses ont ete autopsiees entre le jour 8.5 et le jour 13 de la gestation et le 
10 nombre de sites d'implantation de foetus vivants a ete note. 

RESULTATS 

Groupe A - Effet de Tenvironnement experimental (contr61es) 

15 

Quant le milieu d'impulsion ne contient pas d'electrolytes, 
aucun des ovocytes (105) n'est active. L'environnement experimental et les 
conditions de culture c'est-a-dire le remplacement du milieu de culture 
avant chaque impulsion par un milieu d'impulsion ne contenant pas 

20 d'electrolytes et le traitement par des impulsions electriques relativement 
fortes (2 x 1.8 kVcm-lx900ps x 22 fois, c'est-a-dire une duree totale 
d'impulsions de 30 600 \xs) n*a pas d*effet visible sur les ovocytes 
fralchement ovules mais les conditions ne permettent pas de declencher le 
developpement. Par contre 41 % (9/22) des oeufs fecondes traites de la 

25 meme maniere se sont developpes a terme demontrant ainsi que le 
traitement par des impulsions electriques de haut voltage n'a pas d'effet 
contraire sur la capacite de developpement des ovocytes fecondes. II n'etait 
pas possible de rem placer totalement le milieu de culture par le milieu 
d'impulsion avant chaque impulsion. Le courant mesure pendant Timpulsion 

30 revele que la conductivite du milieu d'impulsion est au moins de 15 % 
superieure a celle du milieu d'impulsions mesuree entre les electrodes 
avant experience et avant la premiere injection de milieu de culture. 
Pendant Texperimentation, des ions provenant du milieu de culture sont 
encore presents pendant les impulsions et ceci modifie le signal ionique. 
Ces variations du micro-environnement n*apparaissent pas comme ayant un 
quelconque effet significatif sur I'activation ou le developpement 
embryonnaire. Dans cette serie d'experimentations, les oeufs sont laves par 



2659347 



18 



le milieu d'impulsion pendant k5 secondes toutes les quatre minutes* Cette 
periode pendant laquelle les oeufs ne sont pas dans le milieu de culture n'a 
pas d'effet significatif sur ractivation ou sur la survie a terme, 

5 Groupe B - ions calcium et duree de rimpulsion 

Le tableau I resume les resultats de Texperimentation dans 
lequel le taux deactivation a ete teste en relation avec la duree d'impulsion 
en presence de CaCl2 10 pM. 

10 L'apparition de pronuclei apres 3 ou ^ heures de culture sert 

de marqueur pour Tactivation parthenogenetique. Ces resultats montrent 
clairement que Tactivation parthenogenetique est declenchee quand le 
milieu d'impulsion contient Ca^**" 10 \xM. 

De plus, le taux d'activation est directement relie a la duree 

15 de I'impulsion qui contr61e indirectement la stimulation par le calcium. La 
duree des stimuli ioniques n'influence pas seulement le taux deactivation 
mais aussi la configuration nucleaire des ovocytes parthenogenetiquement 
actives d'ige postovulatoire semblables. 

Plus la duree d'impulsion est longue, plus la proportion d'oeufs 

20 actives est elevee mais plus la proportion d'ovocytes contenant des 
micronuclei est importante. 

Groupe C - modulation des impulsions et type d'activation partheno- 



genetique. 
25 

Les resultats sont resumes dans le tableau IL La relation entre 
le type d'activation parthenogenetique et chaque traitement est egalement 
montree dans le tableau IIL Quand la duree de I'impulsion est reduite, tous 
les ovocytes sont actives et la majorite (91 %) d'entre eux ont un 
30 pronucleus unique et deux globules polaires quand la meiose est terminee. 

Ainsi, la modulation des stimuli de calcium a travers la duree 
de I'impulsion sembie gtre effective et influence les premieres etapes du 
developpement. 

Dans cette etude, Tage des ovocytes etait similaire et ne peut 
done pas affecter les resultats. 
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Groupe D - Effet de la modulation de champ electrique sur le 

5 developpement in vitro d'ovocytes actives par parthenogenese. 

Les resultats sont resumes dans le tableau III. Aucune 
difference visible dans le developpement de chaque groupe n*a pu §tre 
notee jusqu'a la troisieme division. 

10 Dans les embryons parthenogenetiques produits par le 

traitement I, une proportion plus faible d'embryons presente une 
compaction et ceux qui se compactent sont irreguliers. Par contre, la 
majorite des embryons produits par le traitement III se compacte et se 
developpe jusqu'au stade de blastocyste. 

15 Ces resultats montrent que la forme du stimulus deactivation a 

un effet profond sur la capacite des embryons parthenogenetiques a se 
developper jusqu'au stade de blastocyste in vitro. 

Viabilite post-implantation des oeufs parthenogenetiques diploldes. 

20 

13 receveuses sont devenues gravides et ont ete autopsiees 
entre le jour 8.5 et le jour 13- Les resultats sont resumes dans le tableau IV. 
Bien que les embryons parthenogenetiques soient plus petits que les 
embryons de controle, ils apparaissent morphologiquement normaux selon 

25 les criteres definis pour le lapin par Edwards (1968). Le rapport entre la 
taille des annexes embryonnaires et celle du foetus est grossierement 
equivalent pour les embryons obtenus par fecondation ou par partheno- 
genese. 

Ainsi, il semble que le developpement general des embryons 
30 parthenogenetiques, le foetus et ses tissus trophoblastiques soit ralenti. 

Les foetus morts ont plusieurs anomalies et 11 n'etait pas 
possible de les classifier. 
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Tableau 1 - 

Effet de la presence tPions calcium et duree de rimpulslon electrique sur 
i'activation des ovocytes de lapin 



Duree Nombre 
d' impulsion d'ovocytes 
(us) 



Nombre % % d'ovocytes actives avec 
lyses (%) actives 1 PN+PBl 2PN 2PN# 

&PB2 +PB1 +PB1 



200 ps 
300 lis 
600^s 
900 US 
1 200 \is 
1 500 lis 



l^7 
99 
85 
63 
97 
50 



0 


(0) 


13 


83 


17 


0 


0 


(0) 


62 


68 


25 


7 


0 


(0) 


98 


71 


19 


10 


0 


(0) 


100 


62 


1* 


2* 


5 


(5) 


100 


57 


29 


It 


3 


(6) 


100 


30 


17 


53 



Tableau 2 - Effet de la modulation du champ electrique sur I'activation 



Traitement 



Nombre % 
d'ovocytes activation 



% ovocytes actives avec 
1 PN+PBl 2PN 2PN# 
&PB2 +PB1 +PB1 



I 
II 
III 
IV 



86 
151 
118 

96 



88 
99 
100 
100 



83 
89 
91 
70 



9 
9 
9 
25 



8 
1 
0 
5 



# Pronuclei anormaux, petits micronuclei 
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Tableau 3 - 

Effet de la modulation de champ electrique sur le developpement d'oeufs 
parthenogenetiques in vitro 



Traitement Nombre 



% 



Nombre 



Nombre 



d'ovocytes activation cultives morulae 



Nombre 
blastocystes 



compact (%) (%) 



10 



I 

III 



98 
352 



91 
100 



69 
2** 



25(36) 
2**(100) 



23 (33) 
216 (88) 



Tableau 4 - 

15 Developpement post-implantation d'oeufs parthenogenetiques soumis au 
traitement IIL 

Jour de I'autopsie J 8-9 J 9-10 J 10-11 3 12-13 Total 

20 Nombre d'oeufs 

transferes 21 26 50 68 165 

Nombre d'implan- 

tations 9 3 15 23 50 

25 % cumule (*2,8) (21,2) (27,8) (30,3) 

Nombre de foetus 

vivants 8 3 7 0 18 

% cumule (88,8) (91,6) (66,6) (36) 



30 
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REVENDICATIONS 

1. Dispositif de culture de cellules constitue d'une enceinte 
comportant une arrivee de fluide et une sortie de fiuide, caracterisee en ce 
qu'a la partie inferieure de Tenceinte, se trouvent un ou plusieurs orifices 
dont la geometrie est telle qu*elle s'oppose au passage des cellules et en ce 
que le fluide entrant dans I'enceinte est preleve, au moins en partie, a 
travers les orifices, en creant une depression telle qu'elle assure 
sensiblement le blocage des cellules sur le ou les orifices, une partie du 
fluide etant evacuee par debordement. 

2. Dispositif selon la revendication 1, caracterise en ce que 
des electrodes sont placees sur la parol interne de I'enceinte, 

3. Dispositif selon les revendications 1 et 2, caracterise en ce 
que I'enceinte comporte deux parois laterales sur lesquelles sont places les 
electrodes, le ou les orifices etant alignes a egale distance des electrodes. 

4. Dispositif selon les revendications 1 a 3, caracterise en ce 
que I'orifice est une orifice unique, constitue par une fente rectiligne dont 
la largeur est inferieure au diametre des cellules. 

5. Dispositif selon les revendications la*, caracterise en ce 
que la fente est creee par la juxtaposition de deux plaques de verre. 

6. Dispositif selon les revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que Tenceinte peut etre isolee et placee dans une atmosphere de 
composition definie et/ou sterile* 

7* Dispositif selon les revendications 1 a 6, caracterise en ce 
que les arrivees et les sorties de fluide sont gerees par un systeme 
electronique. 

8. Dispositif selon les revendications 2 a 7, caracterise en ce 
que la frequence, la duree et I'intensite des impulsions electriques arrivant 
dans les electrodes sont gerees par un systeme electronique. 

9. Dispositif selon les revendications 1 a 8, caracterise en ce 
que le fluide arrive dans I'enceinte par une tubulure courte, apres passage 
par un systeme evitant Parrivee de bulles de gaz de tailie importante. 
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10. Dispositif selon la revendication 9, caracterise en ce que le 
systeme est constitue d'un ballon de verre dans lequel arrive le fluide et 
d'une tuyauterie d'evacuation qui est constituee d'un tube perfore de trous 
de tres petit diametre qui debouchent au voisinage du centre du ballon, 

5 ladite tuyauterie se raccordant sur la tubulure courte. 

11. Dispositif selon les revendications 1 a 10, caracterise en ce 
que des fluides de compositions differentes peuvent arriver successivement 
dans Tenceinte, et que les systemes d'arrivee et d'extraction des fluides 
evitent leur contamination reciproque. 

10 12. Dispositif selon les revendications 2 a 11, caracterise en ce 

que : 

- le fluide present dans Penceinte est un milieu dUmpulsion, contenant au 
moins une substance assurant I'apparition d'un champ electrique et 
eventuellement une molecule o\S toute substance specifique que I'on veut 

15 faire penetrer dans la cellule, et 

- une impulsion de champ electrique est appliquee par Pintermediaire des 
electrodes. 

13. Dispositif selon les revendications 1 a 12, caracterise en ce 
que le systeme electrique permet de realiser sur les cellules la sequence 
20 comprenant les etapes suivantes : 

- mise en culture des cellules dans un milieu de culture approprie pendant 
un temps determine, 

- remplacement du milieu de culture par un milieu d'impulsion, 

- envoi d*une impulsion de champ electrique par Tintermediaire des 
25 electrodes, 

- remplacement du milieu d'impulsion par un milieu de culture. 

1*. Dispositif selon les revendications 1 a 13, caracterise en ce 
que les cellules traitees sont des ovocytes. 

15. Dispositif selon les revendications 1 a 13, caracterise en ce 
30 que les cellules traitees sont des oeufs fecondes. 

16. Dispositif selon les revendications 1 a 15, caracterise en ce 
que le milieu d'impulsion contient Ca^"*". 
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17- Dispositif seion les revendications 1 a 16, caracterise en ce 
que le milieu d'impulsion contient Ca^^ a une concentration 10 pM. 

18. Dispositif selon les revendications 1 a 17, caracterise en 
ce que la sequence a laquelle sont soumises les cellules est repetee 
plusieurs fois, avec une frequence pouvant varier, la duree de Pimpulsion de 
champ electrique pouvant etre differente au cours de chaque sequence. 

19. Dispositif selon la revendication 18, caracterise en ce qu'il 
permet de realiser Talignement des cellules et la fusion cellularre par 
action d'une impulsion calibree generee par un champ electrique. 

20. Dispositif selon la revendication 19, caracterise en ce que 
ie traitement de fusion cellulaire est automatiquement gere par un systeme 
electronique. 
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